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Manipulations of embryonic stages have been realised in species of
salamanders (Amphibia, Urodela): the newts Pleurodeles wait! (Michahel-
les, 1830), Pleurodeles poireti (Gervais, 1835), Triturus alpestris (Lau-
renti, 1768), Triturus helveticus (Razoumowsky, 1789), Triturus vulgaris
{Linné, 1758) and Triturus cristatus (Laurenti, 1768), and the axolotl,
Ambystoma mexicanum (Shaw, 1789).

Tolerance or rejection of implants of embryonic tissues, such as skin
grafts, depends on the degree of histocompatibility between the seven
species. The axolot! acts as a “‘universal donor” for the other newts. The
tolerance of presumptive gonadal primordia results in the emission of eags
of one species by another species.

he survival of heterospecific parabiotic pairs confirms the relative
histocompatibility observed with skin gratts. The metamorphosis of axolotl

ng a parabiosis with a Triturus species is caused by thyroid hyperse-
cretion of the newt.

°
Of the 49 combinations forming potentially possible chimeras between ==
embryos of the seven species, 4 allogenic combinations (chimeras between =
embryos of the same species) have actually been successfully realised (over =
570 chimeras reaching from 4 months to 15 years of age), as well as et
23 xenogenic combinations (chimeras of embryos of different species) =1
(536 chimeras reaching from 3 months to 7 years of age). The allogenic ==
chimeras are viable at the same level as normal animals. Chimera constructs ==1
of double body have two pairs of gonads. In homosexual combinations, the 7
animals have either 4 functional ovaries or 4 functional testes (germinal B
In it the i between gonads ===
rent sexes depend on their relative position: free-martin effect —F
(inhibition and even inversion of ovaries) is observed when the ovaries are =
anterior relative to testes. This effect is weak and often even absent when g

the ovaries are posterior relative to testes. In this case the development of
posterior ovaries is scarcely modified by the anterior testes.

The survival of xenogenic chimeras depends on the species combination
and on the direction of the association. A xenogenic chimera that reaches
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the adult stage can show the sexual behaviour of the species that forms its
anterior part and of the species that forms its posterior part.

alamanders, showing only exceptionally spontaneous tumours, deve-
lop teratomas after implantation of embryos, allogenic or xenogenic, in the
coelomic cavity of young larvae. Some of these experimental tumours
remain benign, but others

Ovaries taken from juvenile animals and transplanted into young
animals, either castrated males or castrated females, can be indefinitely
tolerated, even if they form xenotransplants.

The tolerance of axolot] ovaries by Pleurodeles allows the systematic
emission of axolot] eggs by Pleurodeles. After artificial fertilisation, the
eggs, which have completed their entire growth in a foreign organism, show
an apparently normal development.

The relative of the survival of

pairs and ic chi the free-martin effect of position

in interactions between gonads, the formation and destabilisation of exper-
imental that remain

The anatomical speclmens arising from the described experiments are
classified and stored in the collection of the Laboratoire des Reptiles et
Amphibiens of the Muséum national d'Histoire naturelle, Paris.
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INTRODUCTION

L'embryologie descriptive prit son essor & la suite des idées évoluttonnistes a partir du
dernter tiers du 19° siécle. Elle fut aussitdt sunie par 'embryologie expérimentale, auss:
appelée embryologie causale. dés la fin du méme siecle A ce propos, il est bon de rappeler
CHaBRY {1887), qui umagina le pucromanipulatcur pour détruire I'un des deux premuiers
blastoméres de I'ocuf d'ascidie. Peu aprés, DRruscH (1891} réussit & séparer les deux premers
blastomeres de I'oeuf doursin, Mais, dés cette epoque, I'oelf d'amphibien s'imposa comme
matériel particulierement favorable pour les mémes interventions précoces grice a Roux
(1895) et 'école allemande, Faisant preuve de beaacoup d"audace pour I'époque, Born (1897)
tenta d’associer des hémi-embryons afin de fabriquer des germes composites qui survécurent
quelgues semames. Puis SPEMARN, par des mantpulations encore plus fines sar 'oeuf de triton
4 propos de ['organogenése de ['oen) (1901) et sartout avec la grefle de la lévre dorsale du
blastopore {1921}, donna ses lettres de noblesse a f'embryologie experimentale,

La faveur pour celie diseipline ne s'est jamais démentie durant tout le 20° siecle. Clest
amst que BRIGus & KING (1952) avee Runa catesberna furent fes pronniers de la transplan-
tation nucleaire On oublie trop souvent que les premiers vertébrés clonés furent des amphi-
biens tant anoures qu'urodeles, th y a plus de 40 ans! A partir des années 1960, ['oeuf des
mamoderes trouva sa place de chom dans la disciphine avec les souns tétraparentales de
TarkOWSK1 (1961} et de MInT/ (1962). Est-il besorn de rappeler la remarquable actualité de
la greffe nucleaire qui vient d'étre adaptee a 'ocuf de mammufere? Le clonage avee ses
problemes de toutes natures garanut de belles perspectives pour 'embryologie a I'aube du
21° siecle

Le propos de la presente revue concerne des greffes embryonnames les plus dnerses
réalisées chez tes amplibiens urodeles, avee comme ongmalué d'étre pratiquées entre espéces
differentes. De telles greffes sont encore wrrcalisables chez les mammféres,

MATERIFL ET METHODFS

L mnérél des amplibiens pour la microchimurgie embryonnare tient a un ensemble
dlavantages exeeptionnels chez les vertebies (1) oeufs penduas en abondance (quelgues
dizaimes pour les tritons, quelques centanes pour le pleurodele et laxolott). (2) ocufs obtenus
souvent en toules saisons par mjections hormonaldes wﬂ“: gonadotropes ou mieux

-
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encore, facteurs hypoth ) {3) oeufs vol dont le dramétre est
compris entre un et deux millimétres alors que I'oeuf de mammifére ne dépasse guere un
dixiéme de mullimétre: (4) possibilité de fecondation artificielle, (5) facilité d'aceés a I'ocuf ou
4 'embryon aprés dégangage: (6) développement en milicu externe d’olt commodité d’une
observation continue; (7) développement assez lent qui peut étre légérement ralenu ou
accéléré en fonction de la température, (8) elevage facile une fois maitrisés les paramétres
relatifs & la nournture et a la quahté de I'eau, (9) élevage des animaux expérimentaux jusqu'a
I'état adulte ce qui permet d'envisager leur reproduction: toutefois, celle-c1 n'est le plus
souvent réalisable que vers 'age de deux ans.

Les mterventions sur les embryons ou les animaux juvémles rapportées dans cet article
ont ete, pour la plupart, effectuées par I'auteur dans le laboratoire de Biologie Ammale-
Embryologie de I'Unversité Pierre et Marne Curie. Elles ont concerné sept espeees d’amphi-
biens urodéles dont six pour la famulle des Salamandridae Goldfuss, 1820 (Plewrodeles et
Triturusy et une pour la famille des Ambystomatdae Gray, 1850 (axolotl): Plewrodeles walrl
(Michahelles, §830}, pleurodéle de Waltl (Pw ); Plewrodeles porret: (Gervais, 1833), pleurodéle
de Porret (Pp.), Trunrus alpestris (Laurentt, 1768), triton alpestre (alp.) Triturus helveticus
(Razoumowsky, §789), triton palmé (palm ); Triturus sulgaris (Linne, 1758), triton commun
(vulg ), Traurus cristatus (Laurenti, 1768), triton crété (cr.), Ambvstoma mevicanunt {Shaw,
1789), axolot] (Ax.).

Avec I'axolott on dispose de plusicurs souches dont la pigmentation dépend de deux
couples de génes allélomorphes, utilisables comme marqueurs pigmentaires pour suivre
Pévolution des greffes (LESIMPLE et al., 1990):

(1) souche “sauvage™ (DA/DA): ocufs, embryons, larves et adultes pigmentés;

(2) souche “blanche™ (dA/dA ). oeufs et embryons pigmentés, larves et adultes dépigmen-
tes par suite de ['absence de migration et du non-étalement des cellules pigmentaires, en
particulier des mélanophores;

(3) souche “albinos sauvage™ {Da/Da). ocufs et embryons albmos, larves et adultes
Jaundtres par sunte de la présence de xanthophores et d'indophores mais absence de mélano-
phores (pas de synthése de melanine);

(4) souche “albimos blanche™ (da/da): oeufs, embryons, larves et adultes dépigmentes,

La termumologie employee est celle propre aux greffes en immunologie. les allogrefies ou
preftes allogeniques sont des mterventions entre individus de la méme espécee et les xénogrelfes
ou grefles xénogémques sont des mnterventions entre dividus d’espéees differentes Par
exemple, le terme ~ allogemgue a cmploye pour des interventions entre embryons d'axo-
lotl méme sis sont de souches diflé et le terme ™ i " sera employé pour des
nterventions entre embryons d’axolotl et embryons de tritons,

Les différentes souches d'axolotl et les deux espéces de pleurodeles sont élevées en
permanence au laboratore. En revanche, les duiérentes espéces de tritons proviennent direc-
tement de la nature ou elles sont récoltees au printemps, ¢es animaux sont remis dans leurs
mares d'origine quelques mois plus tard, aprés avorr servi de progéniteurs.

La techmque operatoire sera precisee & propos de chague type d'intervention La
methode générale reléve de la microchirurgie embryonnane classiguement appliquee aux

Source MNHN, Parts
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amphibiens. Le maximum d’asepsic est requis en particuber la stérilisation des miheux
physiologiques opératowes (milicu de Holtfreter et miheu de Steinberg) Les interventions se
font dans des coupelles operatoires sur fond de gélose ou plus commodément sur fond de pate
amodeler et en utilisant une loupe binoculaire aux grossissements 10, le plus souvent 16, mais
rarement davantage. Les instruments destinés aux interventions sur les embryons sont de
simples fils de platine (diamétre 3 ou 4 centiémes de milimétre) emmanchés sur des tubes de
verre

Les interventions sur fes embryons se pratiquent au stade du bourgeon caudal, avant la
réponse musculaire, les germes étant agés de 4 4 5 jours selon les espéces et la température
ambiante. Seuls sont gardés les embryons parfaitement cicatrisés 24 heures aprés ['opération
1Is sejournent enswite pendant 3 a 5 jours dans le miheu d’élevage (liquide operatoire dilué au
1710 dans I'eau ordinaire), Aprés quou, ils peuvent étre mis définitivement dans 'eau ordinaire
car ils dt!elgnenl pratiquement le stade de I'éclosion tout comme s’ils étaient demeurés dans
les La prennére 10n intervient environ 8 jours plus tard.

Dans la plupart des cas, 'analyse ne porte que sur les ammaux expénmentaux qui
survivent au moms jusqu'a I'dge de trois mots, ce qui correspond le plus souvent a 'epoque de
fa métamorphose. L'élevage se poursuit le plus longtemps possible, au moins jusqu’a I'état
adulte mais parfois pendant plus de dix années.

La pratique de la microchirurgie embryonnaire des amphibiens ne demande guere
d'aptitudes particulieres s1 ce n'est une certaine dextérité, beaucoup de persévérance pour
refaire maintes fois le méme type d'expérience et surtout une grande disponibilité afin de
pouvotr utihser en temps utile des embryons appartenant a des espéces différentes et aux
stades opératotres convenables, 11 est nécessaire de bien connaitre les conditions de reproduc-
tion des progeniteurs lorsqu'on désire disposer d"une ponte de pleurodéle en méme temps que
d’une ponte d’axolot] ou de triton, ou encore dxspoxcr simultanement de plusieurs pontes
d'axolotl p de souches diffé Lac ance de la chronologie du développe-
ment de chaque espéce est ndispensable Dans T'exposé ci-dessous, le mot “pleurodele™.
utihsé seul, se rapporte a Plewrodeles waldl, espece la plus fréquemment utibsée dans nos
expériences.

GRIFIES DE TEGUMINTS EMBRYONNAIRES 1T DT BAUCHES PRESOMPTIVES

ALTOGREFFES

L'intervention la plus banale consiste @ prelever un lambeau de tegument sur un
embryon pour le grefler sur un autre embryon apres avorr éhmuné le territone equivalent. 11
sagit d'une allogrefie qui peut étre réalisee entre un embryon dasolot] de la souche albmos
{embryon donneur dépigmente) et un embryon de la souche blanche (embryon receveur
pigmente) (fig 1) Par la surte, 'embryon receveur evolue en larve puis en adulte “blanc™ car
les melanophares bien que presents ne migrent paset ne s'etalent pas. En revanche, le grcl]nn

“atbmos™. guroniginellement ne possédatt pas de mel. phores, vase p 1
car, possédant un substrat convenable. 1l attre les melanophores de " hole quipeuvents'etaler

Source . MNHN, Parts
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Fig 1 Allogrefie de tégument et d’ebauche gonadique presomptive entre un embryon d'axolot! de la
souche a.binos faa) et un embryon de la souche blanche (dd) (voir Mazériel et methodes pour fa
defimtion de ces souches).

un greffon “albmos™ sur un hate “blanc™ devient trés rapidement notrdtre {fig 4). Et pourtant
Ie greflon garde bien sa structure albmos ongmelle! En effet, en méme temps que le tégument,
on peut greffer la partie sous-jacente qui correspond a I'ébauche présomptive de la gonade. Si
on se trouve dans le cas particulier, realisé une fos sur quatre, d'une ébauche présomptive
ovarienne “albmos” greffee sur un embryon femelle “blanc™, U'ébauche greflée évolue en
ovaire tout comme la gonade de I'héte située du coté non-opéré Cet axolotl femelle blanc
posséde un ovaire avec des ovocytes pigmentes du c6té non-opéré et un ovaire avee des
ovocytes albinos du coté opére. Finalement un lc] ammal peut pondre, en méme temps que ses
propres oeufs des oeufs d i de la greffe ovanienne (fig 5}
(HOUILLON & BAGNARA, 1996)

Une sorte de contre-epreuve de 'expérience ci1-dessus est apportée par I'allogreffe de
créte neurale dont sont issues les cellules pigmentaires. Un (ragment de créte neurale prelevé
sur une neurula de la souche blanche peut étre greffé a 'emplacement equivalent d’une
neurula de la souche albinos (fig. 2} L'embryon hote évolue normalement en larve puis en
adulte albinos mais, peu avant le stade de l'eclosion, on observe I'apparition de melanophores
au \Olsmdgc puis uIlcnculemcnl assez lom de la grefTe. L'hd1e albinos se trouve plus ou mais

par les me hores ssus du greffon blanc gui trouvent dans cet héte
le substrat ncussdnre a leur migration et  leur étalement Ainsi, un axolot] albinos peut étre
pdl tiellement pigmente par une allogrefle de créte neurale de la souche blanche (fig. 6). Des
migratoires T s'observeront chez kes chimeres allogémques entre les

axolotls de ta souche blanche et Jes axolotls de la souche albinos,

XINOGRIFETS

Les aenogreffes de teguments embryonnaires sont réahisables selon e méme protocole
que les allogrefles entre le pleurodele, Naxolot] et les tritons (fig 3) L'hote pourswit son
developpement normal et le gretlon se difterencie conformément i son origing, mats son
évolution a plus long terme dépend du sens de la grefle

Le cas le plus remarquable, encore mexplique, est la tolerance parfaie et indefinie des
xenogretfes embryonnaires d'axolotl ausst bien sur le plewrodele (fig 7) que sur les diverses
espéues de tntons. A Tinverse, les xenogrelles embryonnaires de pleurodele aussi bien que de

Source . MNHIN, Paris
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Fig.2  Allogreffe de créte neurale d"une neurula d'axolot! de la souche blanche (dd) sur une neurla de
la souche albnos (aa)

greffon

AXOLOTL PLEURODELE

Fig 3 Xénogreffc de tegument et d'cbauche gonadigue présompive entre un embryon @ asololl et un
embryon de pleurodele

tritons sont ineluctablement rejetees par I'axolotl aprés une tolérance de quelques mots. Le
rejet des xénogrettes embryonnaires par 'axolot! peut intervenir brutalement en quelques
jours, entrainant la mort de I'hote Dansles autres cas, surtoutentre le pleurodele et les tritons,
le rejet intervient plus ou moms lentement, permettant aux éguments rejetés d'étre progres-
sivement remplacés par les téguments de I'hote

1l découle de cette ctude la notion d™ histocompaubilite relative™ entre les differentes
especes d urodeles, qui va en décronsant dans le sens axolotl. triton palmé, trton alpestre,
pleurodéte (Houu 1on, 1967, Hotuox et al 1969) L'axolot] peut étre considers comme
“donneur unwversel” pour les xenogrefles embryonnaires, mats tl ne tolére que les allogreftes
embryonnaires, ¢'est-a-dire de sa propre espece

La tolerance pour les les de embry se retrouve pour les
xenogreffes d'cbauches présomptives. Amsi, en méme temps que les teguments d'axolotl, on
peut preleser I'ebauche presomptive sous-jacente de la gonade (HouiLLoN, 1973) Dans le cas
particulicr ou 1l $"agat d'une ¢bauche ovartenne greffee sur un embryon femelle de pleurodéle
ou de triton. cette ébauche se dulferencie en ovaire tout comme la gonade de ['hote situee du

Source . MNHN, Paris
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Greffes de teguments embryonnaires et d'cbauches gonadiques presomptives
Barre = 20 mm

Fig. 4. — Greffe allogémque de 1égument embryonnaire d'axolotl “albmos™ sur un axolotl “blanc™. Les
mélanophores de I'hdte “blanc”, qui ne mugrent pas et ne s'ctalent pus, sont “aturés” dans le greflon
“albinos™ ol ils peuvent s'etaler (12 mois, 190 mm)

Source . MNHN, Paris
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¢dté non-opéré On obtient un pleuradéle ou un triton femelle qui posséde un ovaire normal
du cdté non-opéré et un ovare d'axolotl du cété opéré (fig. 9) Le pleurodele pondra en méme
temps ses propres ocufs et des oeufs d'axolotl (fig 8), mais les ocufs d"axolotl sont trop gros
pour étre pondus par un triton.

PARABIOSES

ALLOGENIQUES

La greffe en parabiose (Bt sns, 1925) consiste a souder deux embryons enticrs (fig 10)
pour établir une circulanion croisée entre deux amimaux afin de mimer le phénomene free-
martin des Bovides. Lorsqu’une vache donne naissance a deux veaux de sexe différent, par la
suite le mile peut procréer normalement dans Ja majorité des cas alors que la femelle est le
plus souvent slenle L interpretation de ce phenomene (LiLLIE, [916) est qu'a la suite d"une
fusion s vasculs trés précoc permettant une
circulation crosée entre les deux foetus. Or, comme la dlﬂ'erenualmn sexuelle mile s’effectue
la premuére, les facteurs responsables de cette différenciation diffusent dans le jumeau femelle,
intbent la différenciation des ovaires et méme provoquent leur masculimsation.

La soudure de deux embryons d’amphibiens peut se faire latéralement au niveau des
flancs (parabiose proprement dite) {fig. 11 13) ou par les extrémités caudales (telobiose)

Fig 5 Grefle allogemque de tegument et d’ebavche ovarienne présompuye ¢*axolotl “albinos™ sur un

axo.otl femelle “blanc™ L'hote “blanc” pond des oeals pigmentes provenant de 'ovaire s.tue du coté

non-opere ¢t des ocufs depigmenies provenant du greffon ovarien toere (12 mas, 190 mm,

photographue 8 jours aprés la ponte}

6 Allogreffes de crete nearale daxolotl “blanc ™ sur des axolotls “albmos™ Les melanophores

dCaxolot] blane troavent dans les axelotls «.binos le substrat necessaire a leur migration et  leur

etalement Le greflon “blanc™, non prgments. est bien visible sar | .oimal de gauche. legerement en

arrere de s téte et a gaache (2 ans. 190 mm) Un axolotl albinos peut étre pgmente par ane gretle

d"axolotl blane’

Fig 7 Grefle xenogemque de tegament d axolot! blane sur le plewrodele Tolerance mdefine des
xenogreltes embryonnaires d*axolotl sur le pleurodele (4 ans, 180 mm)

Fig & Ponte umiltance d'oeats de pleurodels (Pw ). les plas nombreax et les phas clars ¢1 4 mmy et
docalsdavolotl(Ax } es puus groset les plus foneest] 8 mmy par un pletrode.c femelle qui a tolere
une ebauche ovarieane présomptive daxolotl.

I

e

Tig 9 Dusection d'un tniton alpestre femelle qui it recu une xenogretfe embrsonnare d ehauche
ovarenne presomptae J axolotl mdefmment toleree: Du vdte drout non-opere ovaire de trton
alpestre & matanite sexvelle du cote g Lehe grefle. ovaire daxolot] (Ax ) o matante sexuelle wnst
Qu'an clement ovarien posterierr de on alpeste tlp ) Les ovocytes d axolot sont trap sohmi
neux pour pouvorr transiter dans les oviductes de triton alpestre (7 ans, 100 mm)

Source . MNHIN, Paris
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Fig 10 - Principe de la grefli en parabiose entre deux embryons de pleurodele.

w

Operation

(fig 14-15). La parabiose allogénique, plus communément appelée parabtose homospécifique,
est assez facilement réalisable chez le pleurodele, Iaxolot! et le triton alpestre. Les patres
parabiontiques ont un développement normal' certamnes parabioses pleurodele/pleurodele
ont survecu plus de s1x ans. C dant des digestives dues & une soudure trop
time des deux parabiontes abrégent souvent la survie.

XENOGENIQUES

La survie des parabioses xenogeniques est nettement plus bréve que celle des parabioses
allogéniques et dépend des espéces associées. Le maximum observé a été de trois ans pour

Parabioses allogeniques.

Barre= 20 mm, sauf pour la fig. 11

EFre 11 Parabiose entre un embryon daxolotl de La souche albinos raaj et un embryon de la souche
blunche (dd), 24 heures apres I"operation

Fig 12 Parabiose entre un avolotl de la ouche albinos taa) et un axolotl de L souche dlanche (ldy
NOLer b Mg ot au nyead de L soudiie des melanophores e Favo.otl blane gui se sont et les
Tocalement dans ke parabionte albmos (2 uns, 180 mm)

big 13 Parabiose entre deux tritons alpestres 1 an, 85 mm)

Source . MNHIN, Paris
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Fig 14 Teomose entre an axolotl de la souche saavage (DD) et un axolot] de la soache blan he (dd
(5 ans)
Fig 15 ~ Telobiose entre deux pleurodeles (6 ans)

Source . MNHN, Paris
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des parabioses pleurodéle/triton alpestre. La metamorphose, 1égérement plus tardive par
rapport aux conditions normales, est rigourcusement synchrone pour les deux parabiontes.
A cetie époque ou peu aprés, l'un des parabiontes est souvent victime de phénomenes de
rejet de la part de son partenaire et sa nécrose entraine la létalité de F'association La tolé-
rance dans la parabiose xénogénique reléve de la méme histocompatibilité relative que celle
rencontrée pour les xénogreffes embryonnaires (HOUILLON, 1966). Par exemple. les parabioses
entre les différents tritons, assez proches du pownt de vue de I'histocompatibilité, ont une
longévité bien supérieure aux parabioses entre I'axolotl et le pleurodéle peu histocompatibles
(fig. 16).

Leffet free-martin se dans les parab énogéni é ¢es comme
dans les bi all é1¢ mais son analyse est beaucoup plus délicate.
En plus des phénoménes d’histocompatibilité nterviennent d’autres paramétres tel que le
volume des gonades quand une espéce de grande taille est mise en parabiose avec une espéce
de petite taille, de méme que les & dordre ct 1 de la d
sexuelle d'une espéce par rapport a l'autre.

L’observation la plus remarquable concerne les parabioses entre I'axelotl, habituelle-
ment neoténique, et les tritons alpestre ou palmé (fig 17), qui se metamorphosent naturelle-
ment vers I'dge de dix semaines Lorsque de telles associations survivent assez longtemps, la
metamorphose intervient en quelques jours et d’une mamiére parfaitement synchrone pour les
deux parabiontes vers 'age de dix mors. L'etude histologique a revéle que la thyroide du triton
etait hyperactive alors que la thyroide de 1'axolot] demeurait dans le méme état que celle d'un
axolotl néoténique (CHARLIMAGNE & HoUILLON, 1966). Ceci signifie que le complexe
hypophyse-thyreide du triton est hy perfonctionnel afin d'assurer en méme temps la métamor-
phose des deux que le lexe hypophysc-thyroide de I'axolot]
deme.re au repos. La séerétion thyroidienne du triton doit étre particulierement abondante
pour provoquer d'une part sa propre metamorphose et d’autre part celle de I'axolot] souvent
six a dix fois plus volumineux (fig 18).

CHIMERES

Entre la greffe d'une ebauche embryonnaire et $a soudure de deux embryons complets, 1]
existe un moyen terme qut consiste & prendre deux hémi-embryons pour reconstituer un
embryon composite L'animal amsi obtenu est une “chimére™ au vrai sens etymologique.
Chezun tel animal on ne peut pas défimr quelle est la partie “donneur™ par rapporta la partie
“receveur”. on ne discerne pasle greffon de 'hote. La grefle embryonnaire en chimére consiste
a sectionner transyversalement deux embryons au stade du bourgeon caudal puts a assocer la
partie anterieure de ['un avee la partie posterieure de 'autre (fig 19) Selon Uinportance de
chaque hemi-embryon on realise une chimere a corps simple lorsque les parties antér.eure et
posterteare sont complémentaues mais. a la Tite, on realise des chimeres a corps double
quand on associe un embeyon dont on a chming le bourgeon de queue avee un embryon dont
on achmine la téte Toutes fes associations entre ces deux extrémes sont concevables (ClIAR-
LEMAGNF & HoutLLon, 1974)

Source . MNHN, Paris
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Parabtoses xénogemques.
Barre= 20 mm.

Fig 16 Telobiose entre un axolot] et un pleurodéle (Pw ) Le pleurodele ta droite) est en cours de rejet
(5 mots, axolotl 60 mm)

Fig 17 Parabiose xenogenique, non metamorphosee entre an axolotl blanc et un triton palmé (palm )
(7 mors, axolotl. 70 mm)

Fig 18 Axolotl metamorphose de la vouche blanshe en parabiose asec un triton alpestie talp ) (1> mors
axolotl: 70 mm)

Source MNHN, Paris
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Fig 19 - Pr.acipe de la greffe en clumere 4 corps sunple et 4 corps double entre embryons ue fa méme
espece (chimeres allogén.ques) et entre embryons d'especes d.Ferentes (chumeres xenogénugres)

Depus les premiéres chimeres obtenues au cours des années 1960 (HouLon, 1964a-b,
1965) Jusqu'aux derméres réahsées avec trots trongons d’embryons differents (fig. 20) (tnicht
méres, HoutLLON, 1984}, les associations les plus diverses ont é1¢ réalisées. A partir de sept
especes differentes d’urodeles, on peut concevoir 49 associations chimeres a corps simple
comme & corps double. I y a théoriquement sept assoctations allogéniques dont quatre ont
effectivement elc reahsees avec P walil, P powen, T alpestris et A mevicanum. Sur 42

théor concevables, 23 ont effectivement ¢été réalisees

(Houn Lon, 1999)

Une chimére est désignée par l'abréviation de sa partic anténieure ¢ Iabréviation de sa
partie postericure par exemple, “Pw.-Pw 7 est une chimére allogenique paruie anténeure P
waltl-partie postérieure £ wafif, “Pw.-alp.” est une chunére xénogénique partie anterieure P
waltl-partie postérieure T, alpestin, “alp.-Pw ™ est une chimére xénogenique mverse de la
precédente.

ALLOGINIOUTS

Des que ka prise de nourmiiure est assurée, soi une quinzaine de Jours apres 1'operation,
Tes chimeres allogémgues a corps simple et a corps double ont une viabilité comparable a celle
des anumaux 1émoins. et 50 ¢ o d'entre clles aticignent lage d'un an De nombreuses chimeres
allogéniques ont veeu plus de quatre mots plus de 300 Pw Pw (fig. 22), plus de 150 Ax -Ax
(fig 23-25) 90 alp.-dalp. et 30 Pp-Pp. L dge maximum attemt par ces chumeres 2 eté respect-
vement de 15, 10, 6 el 5 ans.

Les chimeres allogémyues ont cte surtout realisees en vue d'analyser les mteractions
entre glandes gémitales, plus particulicrement chez tes animaux a corps double (Hotnton &
Cuariesaost 1976 Hovrtroxetal (1973 Hotnros, 1977 2000, Ho iros & Douxsos,

Source MNHN, Paris
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Fig 20 Trichiméres entre embryons d axolotl e la souche albmos (a) et embryons de la souche sauvage
D)

1986 (fig. 21). Dans la combinaison hemosexuée femelle anténieur-fentelle postérieur (2-%),
les chuméres sont pourvues de quatre ovames, et dans la combinaison homosexuée méile
antérieur-male postérieur ( & -& ), les chiméres ont en général quatre testicules. Le point le plus
Intéressant concerne les combinaisons hétérosexuees car 11 s'agit d'animaux bien viables chez
lesquels des laparotomies successives au cours de leur existence permetient de sutvre I'évolu-
tion du tractus uro-genital. Le resultat essentiel, mais imprévu et encore mexpliqué, est que
T'effet frec-martin dépend de la position des ovaires par rapport aux testicules ainst quil est
résumé dans le tableau 1 {HouiLLON, 2000}

Dans la combinaison héiérosexuée femelle aniéneur-méle posterieur ( €-3 ), les ovaires
anterieurs sont totalement inhibes (fig 28) et peuvent méme étre 1nversés en testicules sous
leffet des testicules postérieurs normaus. Dans la combinaison héterosexuee male anténieur-
femelle postérieur (4 - 2), les testicules anténieurs normaux mhibent pew 'evolution ovarienne
postérieure, a un tel point que I'on observe des anmaux hermaphrodites avec des testicules
antérieurs et des ovaires postérieurs 2 matunté sexuelle (fig. 29).

Certames a pour les ons |
meres germinales™, ¢est -a-dire quiclles peuvent emettre a la fois les gametes en provenance de
la partic anténieure et les gametes en provenance de la partic posterieure Cect a éte observé
pour des chimeres femelles Ax -Ax (9-?), qui pondaient en méme temps des oeufs albmos
1ssus des ovaures anténieurs et des ocufs pigmentes 1ssus des ovdires posterieurs, De méme, &
partir de croisements appropriés en utilisant les marqueurs de la pigmentation. 1l a éte
demontre que leschiméres maies Ax -Ax (d-d )emettaienten méme tempslesspermatozoides
15s0s des testicules antérieurs et les spermatozordes 1ssus des testicales postérieurs,

Plus delieates a reahser par sunte de la dilference de taille des embryons et surtout a cause
des degres d’histecompatibilité les chimeres xenogeniques ont une longevite bien momndre
que les chimeres allogenigques. Amsi. 571l est relativement commode de 1éaliser des chiméres
entre pleurodéles et tritons (fig 24). la plupart des chimeres entre pleurodeles et axolotls,
comme pour les parabioses, sont difficilement viables D'une manicre genetale. seulement
207, des anmaux bien cicatrises le lendemain de operation atteignent Fépogue de la
métamorphose vers 3 mois et cet dge egalement pour les chimeres avec une partie anlerieure
axolotl gui ne se métamorphosent jamais (fig 26). Surles 536 chimeres \énogentques priscs en

Source . MNHN, Parts
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combnaisons

homose xuées

combinaisons

hétérosexupes

? ?

corps double corps simple

Fig 20 Combinarsons sexuciles chez les chiméres allogentques & corps double et i corps simple

Tableau | Interaction entre glandes génitales de sexe different chez les Urodeles chiméres.

Combinasson sexuelle | Type de chimére Pastie anténeurc Partie postéricure
Corps double Forte inbibition ovarienne Testicules normaux
ou inversion ovarienne
g
Corps simple Inversion ovarienne Testicules normaux
Corps double Testieules normaus. Inhibitson ovanenne + faible

ou Tare inversion

-9

Corps simple Testicules normaux Inhub.tion ovaricnne + faible
ou légére réduction ou frequente iversion

Source MNHN, Parts



HouiLLon 113

compte a partir de trois mois, 1] en restait 181 a un an (34 %) mais seulement 23 (4,3 %o) a I'age
de quatre ans (HouILLON, 1999).

Lanalyse des interactions dans la sphére uro-génitale est aussi délicate que pour les
parabloses xenogéniques car en plus les retards de croissance sont ﬁequents Acesujet,ilaété
remarqué que la taille des chiméres xénogé har méme quand une
espece de grande taille, par exemple le pleurodele, etait associée avee une espece de petite taille,
par exemple le triton vulgaire. La partie a laquelle appartient I'espéce de grande taille semble
ralentir sa croissance pour sadapter a la partie qu appartient & une espéce de petite tatlle
(fig. 27)

La maturté sexuelle n’a pas encore été observée chez les chiméres xénogeniques a corps
double, mais elle a été souvent observée chez les chiméres xénogéniques a corps simple
Notons que par suite de la technique opératorre, le prélévement de la partie anterieure se
faisant toujours en avant de la région gémtale présomptive, ces ammaux ne possédent que les
gonades de la partie postérieure. Une fors adultes, les chiméres xénogéniques a corps sumple ne
seront jamais “germinales” puisque leurs gametes ne peuvent provenir que de leur partie
postérieure, Sur 268 cluméres xénogérques a corps simple, pres de 20% ont attemnt la
maturité sexuelle dont 25 méles sur 136 et 26 femelles sur 132,

Le comportement sexuel de ces chimeres est particulierement remarquable. C'est ansi
qu'une chimere P.w.-alp. (partie antérieure P, walt! partie postéricure . afpestrrs) agée de deux
ans, mse en présence d’un pleurodéle femelle, s'est accouplée avec cette femelle selon
I'amplexus classiquement observé chez Plewrodeles dans les conditions naturelles Ensuite,
remise en présence d’un triton alpestre femelle, 1l n'y a pas eu d’amplexus mais des ondula-
uom de la queue comme lors de la parade nuptiale chez les tritons. Ainsi une chimére

¢ adulte peut i le comportement scxucl propre a I'espéce
de sa partie anténieure et le comportement sexuel propre a ['espéce de sa partie postéricure
(HouiLLoN, 1992)

TERATOMES ET TERATOCARCINOMES EXPERIMENTAUX

Les tumeurs spontanées sont peu [réq hez les eten particulier chez les
urodéles. Depuis un denu-siéele que le pleurodéle est d'un usage courant comme matériel
biologique, le seul cas rapporté est celur d'une tumeur maligne entretenue par des transplan-
tations successives durant prés de cing annees dans notre laboratoire (PLagats, 1974). La
rarete des tumeurs naturelles tout comme la difficulté a induire des tumeurs par les substances.
cancénigénes chez les urodeles ont conduit a rechercher la capacite du pleurodéle et de
T'axolotl & produtre des teratomes, voure des teratocarcinomes, de la meme mansere que chez
la sourss de telles formations sont obtenues apres I'implantation d'embryons en des sites
extra-uterins.

Le principe de I'operation consiste, apres anesthésie, a pratiquer une legere ncision sur le
flanc de 'animal receveur, puis & inoculer trots 4 six embryons dans la cavité générale (fig. 34).
Les animaux opérés sont des Jarves agées de 7 & & semaies pour les plus jeunes (40 mm)

Source . MNHN, Paris
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Chimeres.
Barre 20 mm

Fig 22 Crumere allogénique P waltl P wald (Pw-Pw), male it corps presque double avee duplication
des membres intermédiares (4 uns, 220 mm) Les membres mtermediaires sont les membres.
anteneurs (quatre doigts) de la partie posterieure

Fig 23 Paire de chmeres allogenigues a corps simp ¢ thimeres recproguest entre asolotls e L souche
blanche (dd) et axoloth de . souune albinos () Les plages pgmentaires au aneeu des parties
albinos prosiennent de L migration et de | etalament des malanopnoTes e provenance des partis
blanches (12 mots, 155 mm)

Source . MNHIN, Paris
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Jusqu'a des individus dgés de 4 & 5 mois (65 4 85 mm), ce qui correspond pour le pleurodele a
des animaux métamorphosés.

Les embryons mmplantés vont des stades de la segmentation aux stades proches de
I'éclosion. Une fois dégangués, les embryons sont moculés & I'aide d'une pipette de verre
calibrée a la taille des implants. Des pomts de suture sont indispensables pour refermer
I'ncision et éviter lexpulsion des embryons. La principale difficulté est d'ésiter ['écrasement
des jeunes embryons dégangues particuliérement fragiles jusqu’au stade du jeune bourgeon
caudal La mortalité post-opératorre est pratiquement nulle, Les ammaux opérés sont sacri-
fies entre trois mois et quatre ans aprés I'opération. La présence de tératomes se détecte a la
suite d"une laparotomie mais bien souvent la sunple palpation permet de percevorr la présence
de nodules tumoraux

ALLOGENIQUES

Sur 245 pleurodeles larvaires ou métamorphosés ayant recu des implants embryonnaires
de pleurodele, 97 ont présenté des tératomes ou des tératocarcinomes (fig 31), et sur 76 axo-
lotls juvémles ayant requ des implants embryonnatres d’axolotl, 69 avaient développé égale-
ment des tératomes ou des tératocarcinomes (fig. 32) Ainsi 40 . des pleurodéles et jusqu'a
90 *o des axolotls peuvent développer des teratomes ou des teratocarcinomes allogéniques
(HouiLLon, 1988).

XENOGENIQUES

Des embryons d’axolotl ont été mmplantes dans la cavité genérale de pleurodeles, de
méme que des embryons d'axolot] en méme temps que des embryons de pleurodéle Sur un
total de 287 opérations, 194 pleuradeles, sout 68 /. ont développé des tératomes ou des
teratocarcinomes xénogéniques (fig. 33) (HouiLLoN, 1989).

fig 24 Remarguable chamere xénogenique o corps double P waltl T hehrencus {Pw -palm 1.
operation le 6 jun 1961, chimére morte le 7 aodt 1965 (50 mors, 85 mm)

Fig 25 Axolotl trichimere partic antericure albinos (aa)  partie moyenne sauvage (DDy - pariie
postericure albinos (aa) (9 mos. 150 mm) Metamorphose spontanee a 6 mors mort & 13 mers Pas
de m.gration des melanophores DD dans la partie antereure aa mass lgere migration des melao-
phores DI dans la parue postericure aa

Fig 26 Vues ventrales Je climeres xenogensques entre T afposrn (alp.) 2t axolots de la soache sata. ge
(AX ) A gauche lachimere a.p-As dgeede 6 mon {56 mm). s est melamorphosee a 3mals 4o te
la chimére Ax -alp. igée de 6 mois est restée neotenique (72 mm)

Fe 27 Vaesrentrales de chimeres xenogeniques cotie T iidanrs tvalg ) el P walit (Pw ) A gavcae.
chimere vug -Pw 122 mows. 92 mmy, a drorte chimere male Pw svuly a maturite sescelle (22 mois.
70 mm}

Source . MNHIN, Paris
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Tract

us wro-génital et teratomes.
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Fig

ki)

ogen.que acorps double P vaft! P auld (Pw-Pw 1 de lacombin ison neterose
temelle antereur  mdle po: cur (x-7) hibimion totale des ovaires anterieurs (oa ) (e
free marting et testicules posterienrs normaus (b p) - Les corps jaunes adipeus anterieurs et poste-
fleurs n'ont pas cle enleves (32 mos, 220 mm)
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Des embryons de pleurodele ont €té implantés dans la cavité générale d'axolotls, de
méme que des embryons de pleurodele en méme temps que des embryons d’axolotl. Sur un
total de 44 opérations, 9 axolotls (20 © ) ont développe des teratomes xénogéniques. Un seul
cas de tératome xenogénique sur 35 opérations a été observé a la suite de Inmplantation
d’embryons de triton alpestre chez le pleurodele. Par contre, 19 cas de tératomes xénogéniques
sur 31 opérations (61 %) ont été observés a la suite de Nimplantation d’embryons de triton
alpestre chez I'axolotl,

Les di dete ou de tératocarcinomes xenogeniques obtenus
chez le pleurodele, laxololl et le triton alpestre s'interprétent facilement par les différents
degres d’histocompatibilité entre ces urodeles, au méme titre que pour les greffes embryon-
naires, les parabioses et les chuméres xénogémques. Plusieurs nodules de tératome s’observent
le plus souvent chez un méme animal puisque plusieurs embryons sont moculés en méme
temps mas parfors 1l n’existe qu'un seul nodule, Dans ce cas 11s’agit d'un “tératome chimere™
surtout lorsqu™l provient de I'implantation simultanée d’embryons d’espéces différentes.

Les tératomes s¢ classent en trots catégories selon leur importance. Lne premiére
catégorie concerne ceux dont la croissance est a peine marqueée. leur poids correspond a moins
de 1 %0 du poids de I'héte. Une deuxiéme catégone concerne les tératomes gt évoluent au
méme rythme que I'hdte: 1ls peuvent attemdre au maximum 4 4 5 % du poids de I'hote. Pour
une troisiéme catégorie la croissance parait incontrolée, 1ls dépassent 10 @ et parfors jusqu'a
40"« du poids de I'héte (fig. 31-32), Ces t¢ sont “dé ¢s”, leur
anarchique provoque la cachexie el finalement la mort de Fhéte. De telles tumeurs destabilt-
sées peuvent étre considerées comme malignes ce sont des tératocarcmomes. Elles affectent
davantage les implants d’embryons d'axolotl (30 a 40" « des tératomes) que les mplants
d’embryons de pleurodéle (20 % des tératomes).

29 Chumere allogemque a corps double T alpein T alpostrss talp alp) de Lo combinanan
heterosexuce male anterieur  femelle posterieur (- ) testeules anterieurs {1a ) el ovaires posté-
feurs (0 p +a matante sexuelle (pas d"effel free-martm, animel hermaphrodite. 22 mo.s, 110 mm)
Fig 30 Tolerance d'un ovarre d'axolotl (0 Ax ) tramplante chez un tnton alpestre (39 mows) La
transplantation . ete Latte avec des ovatres ¢ avololl uventle dge de S mors apres 'ablation des ova.res
dutriton alpestre dge de 8 mors. Malgre Lo maturite sexuelle ge Povare transplante e triton alpestre
ne pent pas pondre les trop gros ovocyles d'axolotl.
Fig 311 chezan dgede 17 mots qui avail requ cing gastrulas de
pleurolele. 13 mots plus t6t au moment de la metamorphose
Fig 32 Teratocorenomes dhogeaiques chez un axolotl albunos age ce 11 mos qui avatt regtt ~ept
pastrulas d'axolot] albinos, 6 mos plus 16t
Fig 31 Teratomes senogeniques sules provenant de dners pleurodeles ayant reyu des embryons
davolotl () teratomes (pords 090 2 ¢t 0 35 g) provenant d'un pleurodele dge de 38 mors quianat
regat trons buistias d'axolotl albinos. 34 mon plus toten fin de metamorphose, (b} leratome (poids
0,30 g3 provenant d'un plewrodele dge de 14 Mo qui avart rea tros embryom J'avoloL. sata cge
stade bo .rgeon caudal jel L, LEmaons plus @t Letat larvaire, {¢; teratomes (pords 110 g et 060 g)
pmumm 4 un pleurogel de 37 mods gun vt regu tross embryons d asofot] albinos au stade
bourgeon caudal agé. 33 mars plus t6¢ en fin de metamorphose

Source . MNHN, Parts
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donneur receveur

(& ou Q castré)

avaires

PLEURODELE

AXOLOTL 5 mors . 8O mm
5 mois 110 mm

Fig. 3 - [noculation d'embryons de pleurodéle, ou d'axolotl, dans la cavite generae d'une .arve e
pleurodele pour obtemir des tératomes.

Histologiquement, on reconnait les ussus les plus divers sans orgamsation et dont
I'importance varie selon les tératomes' nodules de cartilage. epitheliunt intestinal, formations
tubulaires comme dans une structure renale, tssu nerveux, mince épithélivm qui mite les
vésicules d'ascite, eprderme avee des lambeaux de mue en cours de desquamation, peu de tissu
musculaire mais abondant tissu conjonetif dans tous les cas. Dans les tumeurs déstabilisees Ja
nature carcinomateinse est attesiee par les nombreuses nutoses, les noyaux pycnotiques a ¢té
des noyaux polylobes avec plusicurs gros nucleoles, I'intense vascularisation et les nombreuses
hématies qui mfiltrent tous les tissus. La structure histologique bénigne ou maligne vane
d’une tumeur a I'autre sans qu'il soit possible d’etablir la relation entre le stade de 'mplant
embryonnaire et I'dge de I'hote

TRANSPLANTATIONS OVARIENNES

L'histocompatibilite relative entre les dsvers urodeles, et plus spectalement I'etonnante
toleranwe des greffes embryonnaires d”axolot] par les autres, furent mises a profit pour réalser
des transplantations d’osares. Le primape de I'imtervention consiste dans un premier temps &
castrer up ammal juvenile, male ou femelle, quelyues mots apees la metamorphose, puts dans

Source MNHN, Paris
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Fig 35 - Xénotransplantation des ovatres d'axolot] dans un pleurodele javenile, mile o femelle. qui a
eté prealablement castré

un deuxiéme temps a prélever les ovaires d'un anunal sensiblement au méme age dont les
ovocytes sont en prévitellogenése pour ensurte implanter ces ovaires dans la cavité genérale
des receveurs castrés. Les transplants ovariens sont places dorsalement en position orthoto-
pique de fagon a obtemir des adhérences au niveau des zones cicatncielles résultant de la
castration (fig. 35} La mortahte post-operatoire est pratiquement nulle. Les animaux opérés
poursutvent leur developpement normal pour atieindre I'élat adulte un & deux ans plus
tard.

ALLOGENIQUES

Les interventions ont été réahsces a partir de pleurodéles métamorphoses dgés de 4 &
5 mots (65 a 85 mm), Les receveurs castrés sont ausst bien des pleurodéles femelles que des
pleurodéles es. Seize animaux (8 males et 8 femelles) appartenant 2 la méme souche
histocompatible furent castres, la reprise des ovaires fut effective chez tous, Quand 1l s"agit de
pleurodéles standards, qui n*apparticnnent pas a des souches histocompatibles, la reprise des
allotransplants ovariens intervient dans 85 ' « des cas aussi bien chez les femelles castrees que
chez les males castrés. Ces amimaux peuvent pondre dés I'ige de deux ans.

La méme ntervenuion fut tentee afin de transplanter fes ovatres de pleurodéles femelles
adultes qui avatent scjourne pendant [2 jours en mucrograsité dans le biosatellie russe
Cosmos 22297 fin 1992-debut 1993 (DoLrNON et al, 1997) Ces femelles devaent étre
nécessairement sacrifiees des leur retour pour étre wtihsees par divers experimentateurs. Une
fors prelevés, des fragments d'ovaire furent transplantés dans des pleurodeles miles ou
femelles castres, juvémiles et adultes. Sur 25 ammaux opéres, seulement 7 sursecurent aux
conditions particuléres lors de cette expéricnce. neanmoins la reprise des allotransplants
ovariens adultes fut effective chez 6 pleurodeles.

XPNOGENIQUES

Le protocole operatoire a-dessus ful applique pour transplanter des ovaires daxolotl
chez le pleurodele (Hotnrox 1972 etchez le tron alpestre (Hotn Lon, 1975), de méme que
pour des transplants ovariens entre le pleurodele et Ie triton alpestre. Pour les transplantations
d’ovaires d'axolotl, les donneurs sont ages de 5 a 6 mois (100 mm) et les pleurodeles ou les
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tritons alpestres receveurs sont dgés de 74 9 mois. Sur 124 pleurodéles castrés ef transplantés
avec des ovares d’axolotl, 34 méles sur 55 et 41 femelles sur 69 ont presenté plus tard des
ov,nrcs d"axolotl La plupart de ces ovaires ont atteint la maturité sexuelle de sorte que des
déles ont pondu ¢ des oeufs d"axolotl

La reprise effective des ovaires d’axolot] fut également observée chez des tritons alpestres
castres (4 males sur 4 et 4 femelles sur 7). Cependant, bien que les ovaires aient attemt Ja
maturité sexuelle, les tritons alpestres n’ont jamais pu pondre d’oeufs d'axolot] car les
ovocytes d’axolotl sont trop volumineux pour pouvorr transiter dans les oviductes de triton
alpestre (fig. 30).

Les xénotransplants ovariens entre le pleurodele et le trton alpestre sont tolérés
mais avec un succés tres variable selon le sens de fa ransplantation Le triton alpestre
tolére assez bien les xé ovariens de pl dele (10 cas sur 24) mais les ovocyles
de pleurodele ne peuvent pas transiter dans les oviductes du triton alpestre En revanche,
la tolerance du pleurodéle pour les xénotransplants ovariens de triton alpestre est trés faible
(3 cas sur 26) mais 1l a pu étre obtenu I'émission d'ocufs de triton alpestre par un pleuro-
déle

En plus des transplantations dovaires, quelques xénotransplantations de testicules
Juvenules d'axolotl ont été tentées avec suceés dans des pleurodeles juvémles castrés sans
espolr pourtant d’obtenir I'enussion de spermatozoides hétérologues puisque le réta-

t des connexion pour I'émission des gaméles males est inconcevable
chez les amphibiens. C'est amnst que chez 15 pleurodéles, dont 10 males castrés sur 12 et
5 femelles castrées sur 5, des testicules d'axolot] furent tolerés et atteignirent la maturité
sexuelle.

Les ocufs d'axolotl pondus par le pleurodele ont un développement en apparence normal
quand ils peusent étre fécondes artificiellement par des spermatozoides d’axolotl, Ilen est de
méme pour les ocufs de trton alpestre pondus par le pleurodele quand s peuvent étre
fecondes artificiellement par des spermatozoides de triton alpestie. Cependant dans les deux
cas, Iétude du deseloppement n'a pas ¢1é envisagée d'une maniere approfondie

AUTRES INTFRVENTIONS EMBRYONNAIRES

En utibsant towjours P wedtl comme mateniel biologique, les atres experimentations
cr-dessous furent réalisées.

ORGANOGENI SE DE LA GONADL
Le blocage inulateral de Iuretere primaire (canal de Wolth) «u stade du jeune bourgeon
caudal want sa crowssance provoque | absence de mésonephros du méme cote Les cellules

gernunales primordiales se mettent en place normalement, mais en absence de la médulla
gonadique g provient du blastéme mesonephréugue les cellules germinales non seulement
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ne proliférent pas. mars dégé L’absence de apour éq Fagénésic
et méme I'absence de glande génitale (HouiLLoN, 1956).

FORMATION DU CANAL DE MULLER

L'ablation précoce du pronéphros provoque I'absence du canal de Muller Toute absence
focale ou deviation du canal de Wolll se traduit par une absence ou une déviation comparabie
du canal de Maller La formation du canal de Muller est liee & la presence du pronéphros et au
voisinage minterrompu de son extrémité en voie de croissance avec le canal de Wolfl qui lw
sert de guide pour atteindre le cloaque (HouiLLON, 1959).

INVFRSION DU PHENOTYPE SFXUEL FEMILLE PAR LA TFMPFRATURE

Chez le pleurodéle, Je détermumisme génétique du sexe obéit au mécamsme male
ZZ-femelle ZW (hétérogameétie femelle} L'elevage des larves a la temperature du laboratoire
(20 + 2°C) donne une sex-ratio normalie 50 % de miles et 50 o de femelles. Des larves ZW,
élevees a la température de 32°C jusque peu avant la métamorphose, se différencient en males
(thermo-néo-miles} dans 100« des cas L'inversion du phénotype sexuel de ces larves a été
prouvee par diverses analyses génétiques, notamnient par V'etude de la descendance 1ssue du
croisement entre une femelle standard ZW ct un “thermo-nco-mdle ZW™ Comme attendu,
de tels croisements ont donné, a la température du laboratone, 25 « de males et 75 5 de
femelles dont 25« de femelles W W viables (HouiLLON & Dot kNoN, 1978, DOURNON &
HoutLLon, 1984, 1985; Dournon et al., 1990).

CLONAGE DU PLFURODILF A PARTIR DU NOYAU DES CEL LULFS GFRMINAL FS

La grefle nucleaire fut appliquée au pieurodéle aa debut des années 60 (SIGNORIT &
Preurrat, 1962} Cependant, seuls les noyaux prelevés au stade de la blastula permettent
dobtenur un developpement normal jusqu’s I'état adulte Les noyaux prelevés a des stades
ulténeurs conduwisent a des developpements s'interrompant dautant plus 161 que 'embryon
donneur est plus agé: aucun developpement n’est obtenu a partir du bourgeon caudal Et
pourtant, les noyaux des ceflules germmales, qui ne sont identifiables dans les crétes génitales
que pet aprés 1'eclosion (larves de 15 jours). condunsent a des développements complets. La
totpotence des noyaux gernunaws persiste au moms Jjusgu’a la metamorphose On peut
encore cloner le pleurodele avee des noyaux issus de cellules germinales preleyees directement
dans les testicules out les oveaures d anmaux dges de quatre mois et obtentr des pleurodeles
adultes capables de se reproduire (Lisipte et al L 1987) A ce jour. pour réusir fe clonage,
tant chez les que chezles [eres, avec des noyaux de cellules embryonnaires
dgdes ou avee des noyaux de eellules somatiques ditferenades. 1l est necessaire que ces noyaux
awent subi au prealable un traitement particulier (reprogrammalion).
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ExpériencE “FERTILE”

Depuis I'apparition de la vie sur notre planéte, les organismes vivants ont évolug, se sont
développés et adaptés a la gravitation terrestre {gl). Le développement d’un vertébré est-1l
possible en apesanteur (20)? Des avril 1987, nous avons sournis au Centre National d'Etudes
Spatiales (CNES) un projet destiné a I'étude de la féecondation et du développement du
pleuradele dans I'espace Le laboratoire de Biologie du Développement de Toulouse (Mme
A -M Duprat) y fut associé fin 1987 ansi que le laboratoire de Biologie expérimentale et
Immunologie de Nancy (Prof. C. Dournon) & parur de 1989 La nuse au point du projet 2
nécesstté la résolution de nombreux problémes hés aux contramtes des vols spatiaux, en
particulier 'obtention certaine d'une ponte 4 un moment precis et la survic d'embryons dans
le milieu aquatique necessairement trés réduit. L'expérience FERTILE (Fécondation et
Developpement du Triton dans 'Espace) s'est déroulée dans la station MIR en 1996 avec la
participation de la Cosmonaute frangaise Claudie André-Deshays. Cette expérience fut
reprise au printemps 1999 dans la méme station orbitale avec la participation de Jean-Pierre
Haigneré.

Les resultats essentiels sont que la fécondation s’avere possible et que le développement
ne semble guére perturbe par l'absence de pesanteur durant une dizaine de jours. Des
pleuradéles congus dans U'espace, el qui ont débuté leur developpement en microgravité
Jusqu'a un stade proche de I'éclosion, atteignent mamtenant I'dge adulle ¢t peuvent se
reproduire,

CONCLUSIONS

Les résultats des mterventions embryonnawes rapportées posent autant de problemes
quils en résolvent, mais n'est-ce pas le propre de toute experimentation biologique ¢n ravon
de ta complexite des phenoménes vitaux” L'mtérét des xénogretles embryonnaires est d*avour
mis en evidence des degres dhistocompatibilite entre diflerentes espéces, ce qui permet une
comparason phylogenetique autre que celle basée sur les caracteres anatomigues. Cette
histocompatibilite relative est corroboree par les parabioses et les chimeéres. L'etude de I+
viabihité de ces animaux expérimentaux desrait permettre une nouselle approche des pheno
menes immunitaires encore peu connus pour les xenogrelles. la reconnatssance d'un “soi
xénogémque™ au cours de la période d'acquisition de la maturite mnmunologigqae Laxolotl,
donneur unversel de xenogreflss, est un cas ctonnant gui pourrait s'mierpreter par ses
caracleres prmitifs 1l ne posséderait gue les antigénes de transplantation communs & tous les
autres urodeles. Et s1chez fes mammiféres il pouvait se trouver un tel donneur universel’ Quel
merverlleux maténel ce pouriart étre pour les xénotransplantations d'organes.

La parabiose, yu est la réalisation experimentale du free martinisme des bovides, trouve
avee les assoctations xenogenigues une nowselie approche qui met davantage Iaccent sur
Femgmatque elfet de posiion dans les mieractions gonadiques chez les chiméres hétero
sexuées, Labsence d'imter prétalion ne peut quinditer a poursuivre {'experimentation
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La plus ou mons grande viabilité des chimeres xénogé implique des
tmmunologiques encore connus. Aprés une évolution apparemment normale durant plu-
sieurs mois, certawnes périssent brutalement en quelques jours, d"autres s'amagrissent lente~
ment mais mexorablement pour atteindre un état de cachexie extréme; une troisiéme catégorie
présente des plages de nécrose tncurable au niveau de I'une des hémi-parties: 1l s’agit en
Toccurrence d'une véritable maladie auto-immune, ot tout s¢ passe comme si la partie saine
rejetait I"autre Enfin pourquoi une quatnéme catégorie de chuméres demeurent-elles viables
sans jamais présenter de signe pathologique?

La faible antigémeité des ovaures révélée par les allo- et les sénotransplantations n'a
guére €1¢ envisagte pour les vertébrés supéricurs et l'éthique ne permet pas de songer a une
application pour remédier a la stérihié féminine' Mais pourtant, I'accroissement des ovocytes
dans un organisme étranger est-l vraiment sans influence sur le développement ulténeur?
Serait-il abusif de parler ic1 de tentative de transgenése par le biais d'informations étrangéres
qui s'intégreraient dans 'ovocyte au cours de son accroissement?

D'une particuhére onginalité, les té expéri ne laisser
indifférent compte senu de leurs imphications chez les mammuféres. Quand, comment et
pourquos certames cellules d t-elles mahignes? Ces font partie des préoceu-~

pations les plus actuelles concernant les relations entre cellules embryonnaires et cellules
tumorales.

Enfin, pour revemir 4 I'organogenese imtiale des gonades, quels sont les facteurs de
croissance pour les cellules germinales primordiales qui, émanant du blastéme mesonéphré-
tique, permettent leur persistance et leur prolifération” Pourquot la prolifération rapide des
cellules germinales primordiales est-elle le premuer indice de la diflérenciation ovarenne alors
qu'une proliferation lente conduira 4 une differenciation testiculaire”

Et c'est amsi qu'a travers des Il lassiques pour quelques . onginales
pour la plupart, les amphibiens gardent tout leur ntérét comme materiel expérmental de
choix, sans oublier les aspects moleculaires envisages ces dernieres decennics, pour aborder
avec profit I'embryologie du 21° siecle

RisUMI.

Des interventions aux stades embryonnaires ont éle reahsces entre sept espéces d’amphi-
biens urodeles, Plewadeles waltl, Plewodddes ponen, Trutrus ulpestris, Triurs helvetius,
Trrturus vulgars, Triturus cristatus et Ambystoma mexicanun.

La tolérance ou le rejet des greffes de teguments embryonnaures dépend du degré
d’histocompatibilite entre les sepl especes. L'axolotl se comporte comme un ~donneur
umversel™ pour les autres urodeles. La tolerance des cbauches gonadiques présomptives
permet d'obtenir I'emission d'ocufs d'une espéce par une autre espece.

La survie des parabioses Jues confirme Phistocompatibiling relative observee
avee Tes grefles de tegument La métamorphose de Faxolotl en parabiose aves un triton est
provoquée par P'hy persécrétion thyroidienne du tritan,
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Sur 49 asssocianons en chiméres théoriquement concevables entre les embryons des sept
especes, 4 associations allogéniques (chiméres entre embryons de la méme espece) ont
effectivement été réalisées (plus de 570 chimeres agées de 4 mois 4 15 ans) et 23 associations
xénogéniques (chiméres entre embryons d’espéces différentes) ont é1¢ réalisées (536 chiméres
dgéesde 3moisa7ans) Leschimeres allogéniques sont viables au méme titre que les ammaux
standards. Les chiméres & corps double sont pourvues de deux paires de gonades. Dans les
combinaisons homosexuees, les animaux ont soit guatre ovaires soit quatre testicules fonc-
tionnels (chiméres germinales). Dans les combinaisons hétérosexuées, les interactions entre
gonades de sexes différents dépendent de leur position relative 'effet free-martin (inhibition
et méme nversion des ovaires) s'observe lorsque les ovaires sont antérieurs par rapport aux
testicules. 'effet free-martin est faible et méme souvent nul lorsque les ovaires sont postérieurs
par rapport aux testicules; dans ce cas I'évolution des ovaires postéricurs est peu modifiée par
les testicules aniérieurs.

La survie des chiméres xénogémques dépend des espéees associees et du sens de I'asso-
ciation Les chimeres xénogéniques qui atteignent I'état adulte peuvent manifester le compor
tement sexuel de 'espéce qui constitue sa partie antérieure et de I'espéce qui constilue sa partie
postérieure.

Les urodéles, qui ne présentent qu’excepti des tumeurs dévelop-
pent des teratomes aprés ' 1on d’embryons, alloge ou xénogé , dans fa
cavité générale des Jeunes larves. Certaines de ces tumeurs expérimentales restent bénignes
mais d’autres se¢ déstabilisent pour devenir des tératocarcinomes.

Les ovaures préleves chez des ammaux juvéniles et transplantés dans des jeunes animaux,
miles ou femelles castrés, peuvent étre indefiniment toleres méme quand 1l s'agit de xéno-
transplants.

La tolérance des ovares d’axolet] par le pleurodéle permet I'emission sysiématique
docufs d axolotl par le pleurodele. Aprés fecondation artificiclle, kes ovocytes, quiont effectué
tout leur accrossement dans un orgamisme ctranger, ont un developpement en apparence
normal

L'histocompatibilié relative des xenogreffes embryonnaires, la survie des parabioses et
des chiméres xénogemques, I'effet free-martn de position dans les mieractions entre glandes
gémtales, la formation et la destabilisation des teratomes expénmentaux sont autant de
phénomenes ongmaux qui demeurent énigmatiques.
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